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Determinação de ácidos triterpênicos na casca de Malus  domestica e avaliação do 
potencial de seus derivados semissintéticos como inibidores da Ca2+-ATPase 
(PfATP6). 
 
Esta tese alia dois enfoques principais dentro da Química Farmacêutica. Por um lado, 
busca explorar uma nova fonte de insumos naturais, cascas de Malus  domestica, com 
vistas a obtenção dos triterpenos ácidos ursólico (AU) e betulínico (AB); e por outro 
lado, estuda a relação dos derivados triterpênicos semissintéticos obtidos com a 
proteína-alvo (PfATP6) destacada atualmente na literatura da terapia da malária com 
vistas ao planejamento de novos antimaláricos. 
O primeiro Capítulo inclui o desenvolvimento de um método eficiente, fácil e 
extremamente rápido onde são combinadas as técnicas de extração por ultrassom (UAE) 
e análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada a Detector de 
Espectroscopia de Massas (LC-MS), para identificação e doseamento dos ácidos 
ursólico (AU) e betulínico (BA) em extratos de cascas frescas de maçã de cinco clones 
das cultivares Gala e Fuji (“Baigent”, “Fuji Mishima”, “Fuji Suprema”, “Fuji Select” 
and “Maxi Gala”) oriundas da Região Sul do Brasil. Os parâmetros cromatográficos do 
método analítico incluem: ionização por eletro spray em modo positivo (ESI+), fluxo de 
1,0 mL/min, em modo de eluição isocrático, consistindo de 80% acetonitrila e 20% 
acetato de amônio 10 mM em pH 6,0 e temperatura ambiente. O método desenvolvido 
foi validado e mostrou ser seletivo, sensível (LOD e LOQ de 0,087 e 0,266 µg/mL para 
BA, e 0,398 e 2,117 µg/ mL para UA), coeficiente de regressão linear (r >0.99), preciso, 
exato e robusto para os analitos de interesse. A otimização do método combinado de 
UAE com LC-MS permitiu concluir os procedimentos de extração e análise em tempo 
inferior a 4 h, uma vez que o método não requer a secagem da amostra, etapa que 
demanda longos tempos de processamento. Este método foi aplicado e forneceu a 
primeira caracterização fitoquímica dos cinco clones de maçã estudados. Os resultados 
demonstraram que o método combinado de UAE-LC-MS é adequado às práticas do 
controle de qualidade. 
 O segundo Capítulo apresenta o estudo da interação dos ligantes semissintéticos 
derivados dos AU e AB, sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa, com a proteína Ca2+-





Docking Molecular. A PfATP6 é descrita como um importante alvo para novos 
antimaláricos como Artemisinina (ART), cujo mecanismo de ação inclui, dentre outros, 
a modulação da homeostasia do cálcio intracelular. Investigações conduziram à hipótese 
do extravasamento do cálcio, do interior do retículo sarco-endoplasmático como 
mecanismo plausível para ação dos derivados triterpênicos do AU e AB. Os escores de 
energia determinados no Docking, de cada um dos nove ligantes (derivados 
triterpênicos) e quatro compostos de controle (ácidos ursólico e betulínico, artemisinina 
(ART) e tapsigargina (TPG) foram determinados (análises realizadas em triplicata) e 
correlacionados com os valores de IC50, para a atividade antimalárica. Os resultados 
mostraram excelente correlação entre os escores de energia (com a PfATP6) e os valores 
de IC50, superior a 80% (r > 0,83360). O estudo fornece fortes evidências de que a 
PfATP6 pode constituir um alvo para os derivados pentacíclicos do estudo, bem como 
permitiu identificar o perfil conformacional dos ligantes e os principais resíduos do sítio 
de ligação (SL) da PfATP6 envolvidos nas interações; bem como, contribuiu para a 
melhor compreensão das propriedades envolvidas na interação do ligante com o receptor 
e mecanismo de ação. 
 O terceiro Capítulo faz uso de Métodos Clássicos e Quânticos para descrever as 
mudanças conformacionais da proteína PfATP6. As simulações de Dinâmica Molecular 
do receptor na forma isolada e complexada com os ligantes foram realizadas durante 10 
ns. As conformações finais obtidas para os receptores foram avaliadas em termos 
RMSD, efeito da presença dos ligantes no sítio de ligação e tipos de interações 
estabelecidas entre o ligante e o receptor. Os resultados mostraram que as proteínas 
PfATP6 e SERCA tendem a manter sua conformação nativa e que o modelo utilizado é 
adequado aos propósitos do estudo. O monitoramento dos resíduos da região 
citoplasmática das proteínas permitiu evidenciar o efeito alostérico da presença dos 
ligantes AU e ART no SL, sobre os domínios A e N, da PfATP6. Esse efeito reproduz 
as conformações E1 e E2, bem estabelecidas para PfATP6, na presença e ausência de 
Ca2+. As análises de Dinâmica Molecular corroboram os achados do Capítulo II ao 
evidenciarem o estabelecimento de interações de hidrogênio com os resíduos 
importantes do SL da PfATP6. Esses resultados fundamentam os indícios de que as 
bombas de Ca2+-ATPase (SERCA), possam ser de fato, um alvo para os derivados 
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Determination of triterpenic acids in the apple peel of Malus  domestica and 
evaluation of the potential of their semi-synthetic derivatives as Ca2+ -ATPase 
inhibitors (PfATP6). 
 
This thesis combines two main focuses within Pharmaceutical Chemistry. On the one 
hand, it seeks to explore a new source of natural inputs, bark of Malus domestica, in 
order to obtain ursolic (UA) and betulinic acid (BA) triterpenes. On the other hand, it 
studies the relation of the semi-synthetic triterpenic derivatives obtained with the target 
proteins (PfATP6), currently highlighted in the literature on malaria therapy with a view 
to planning new antimalarial drugs. 
The first chapter includes the development of an efficient, easy and extremely fast 
method where ultrasonic extraction techniques (UAE) and high-performance liquid 
chromatography coupled to mass spectroscopy (LC-MS) are combined for identification 
and assay of ursolic acid (UA) and betulinic acid (BA) in fresh apple peel extracts from 
five clones of the Gala and Fuji cultivars (Baigent, Fuji Mishima, Fuji Suprema, Fuji 
Select and Maxi Gala ") in the Southern Region of Brazil. Chromatographic parameters 
of the analytical method include: electrospray ionization (ESI +), flow rate of 1.0 
mL/min in isocratic elution mode, consisting of 80% acetonitrile and 20% 10 mM 
ammonium acetate at pH 6.0 and room temperature. The method was validated and 
proved to be selective, sensitive (LOD and LOQ of 0.087 and 0.266 μg/mL for BA, and 
0.398 and 2.117 μg/mL for UA), linear regression coefficient (r> 0.99), accurate, robust 
for analytes of interest. The optimization of the combined method of UAE with LC-MS 
allowed to complete the procedures of extraction and analysis in less than 4 h, since the 
method does not require drying the sample, a stage that demands long processing times. 
This method was applied and provided the first phytochemical characterization of the 
five apple clones studied. The results demonstrated that the combined UAE-LC-MS 
method is suitable for quality control practices. 
The second chapter presents the study of the interaction of the semi-synthetic ligands 
derived from the UA and BA, synthesized by our research group, with the Plasmodium 
falciparum Ca2+-ATPase protein (PfATP6), using the Molecular Docking technique. 





(ART), whose action mechanism includes, among others, the modulation of intracellular 
calcium homeostasis. Investigations led to the hypothesis of extravasation of calcium 
from the interior of the sarco-endoplasmic reticulum as a plausible mechanism for the 
action of the triterpenic derivatives of UA and BA. The Docking energy scores (binding 
energy) of each of the nine ligands (triterpenic derivatives) and four control compounds 
(ursolic and betulinic acids, artemisinin (ART) and tapsigargine (TPG)) with PfATP6, 
were calculated (analyses performed in triplicate) and correlated with its antimalarial 
IC50 value. The results showed an excellent correlation between energy scores (with 
PfATP6) and IC50 values, higher than 80% (r > 0.83360). The study supplies strong 
evidence that PfATP6 may be a target for the pentacyclic derivatives of the study, and 
also allowed identifying the conformational profile of the ligands and the main residues 
of the PfATP6 binding site (BS) involved in the interactions. It further contributed to a 
better understanding of the properties involved in the interaction of the ligand with the 
receptor and its action mechanism. 
The third chapter uses Classical and Quantum Methods to describe the conformational 
changes of the PfATP6 protein. The Molecular Dynamics simulations of the receptor in 
the isolated and complexed form with the ligands were performed for 10 ns. The final 
conformations obtained for the receptors were evaluated in RMSD terms, effect of the 
presence of ligands at the binding site and types of interactions established between the 
ligand and the receptor. The results showed that the PfATP6 and SERCA proteins tend 
to maintain their native conformations and that the model used is adequate for the 
purposes of the study. The monitoring of the residues of the cytoplasmic region of the 
proteins allowed evidencing the allosteric effect of the presence of UA and ART ligands 
in BS, on the A- and N-domains of PfATP6. This effect reproduces the well-established 
E1 and E2 conformations for PfATP6, in the presence and absence of Ca2+, respectively. 
Molecular Dynamics analyses corroborate the findings of Chapter II, by showing the 
possibility of establishing hydrogen interactions with the important residues of PfATP6 
BS. These results support the evidence that Ca2+-ATPase (SERCA) pumps may be a 
target for the triterpenic derivatives of UA and BA. 
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A descoberta e o desenvolvimento de novos fármacos estão essencialmente 
fundamentados no isolamento, identificação e modificação de estruturas de compostos 
provenientes de fontes naturais. Cerca de 40% dos fármacos disponíveis atualmente são 
originários de plantas (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016). Nesta perspectiva, o 
controle de qualidade do material vegetal e das substâncias dele derivados assume vital 
importância para garantia da atividade farmacológica e utilização terapêutica destes 
medicamentos (CHANDRAN; SINGH, 2007; DOMINGUES et al., 2014; 
GORDALIZA, 2007; NEWMAN; CRAGG, 2012). 
Os compostos triterpênicos, como ácidos ursólico (AU) e betulínico (AB) são 
metabólitos secundários de ampla ocorrência na natureza e reconhecida importância 
terapêutica, devido aos resultados promissores apresentados em estudos in vitro e in 
vivo, aliados à baixa toxicidade relativa para células eucarióticas. Recentemente, estas 
substâncias passaram a constituir matéria de extensivos estudos científicos, direcionados 
a descoberta de novos agentes bioativos (BRONIATOWSKI et al., 2014; HSU et al., 
2015; KALANI et al., 2015; KASHYAP; TULI; SHARMA, 2016; SHANMUGAM et 
al., 2012). Dentre as propriedades terapêuticas destacadas na literatura científica recente, 
para os ácidos AB e AU e seus derivados, se encontram: atividade como antimaláricos 
(KALANI et al., 2015; VETAL; SHIRPURKAR; RATHOD, 2014; WOŹNIAK; 
SKĄPSKA; MARSZAŁEK, 2015; (MAZUMDER; TANAKA; FUKASE, 2013; 
MERTENS-TALCOTT et al., 2013) anti-inflamatórios (HUSSAIN et al., 2017; LEE et 
al., 2017) e antidiabéticos (SILVA, 2015; WU et al., 2014).  
AU e AB são fitoconstituintes de ocorrência predominante nas cascas das frutas. 
Dentre as principais fontes promissoras de compostos triterpênicos bioativos, a maçã, 
espécie Malus  domestica, aparece entre as mais citadas, tendo em vista, o potencial 
favorável de extração da matriz, o crescente número de evidências terapêuticas 
associadas ao consumo da fruta e por tratar-se de uma fonte sustentável para obtenção 
de moléculas de interesse que sirvam ao propósito da semi-síntese: - novos derivados 
triterpênicos para fins terapêuticos (CHEN et al., 2015; DAR et al., 2016; 







MARSZALEK, 2015). As propriedades farmacoterapêuticas dos extratos triterpênicos 
das cascas de maçã são reconhecidas e têm orientado muitos estudos, in vitro e in vivo 
de avaliação da atividade terapêutica e identificação do mecanismo de ação dessas 
substâncias, bem como avaliação da contribuição de seus fitocompostos, para os efeitos 
observados. Dentre os efeitos benéficos para a saúde, reportados na literatura, incluem-
se: a prevenção de diferentes tipos de câncer (BISHAYEE et al., 2011; LIBY; YORE; 
SPORN, 2007), ação antimicrobiana (HIRAMATSU et al., 2015; JYOTI et al., 2015) e 
anti-inflamatória (LINGARAJU et al., 2015; RÍOS, 2010). Contudo, até o momento, 
não se constatou a existência de um método analítico próprio, para determinação dos 
AU e AB em extratos de M. domestica, o que compromete a consistência dos teores 
dessas espécies na matriz e restringe a garantia da qualidade para o uso seguro desses 
extratos (FARMACOPÉIA, 2010). 
A busca por novos antimaláricos constitui uma necessidade premente, tendo em 
vista, não só o caráter devastador da doença, mas a propriedade dos agentes etiológicos 
(Plasmodium spp) de desenvolverem resistência aos fármacos disponíveis. Segundo o 
relatório anual da Organização Mundial de Saúde (WHO), “Malaria Report 2016”, os 
índices de 2016, apontam 438 mil mortes e 214 milhões de novos diagnósticos positivos 
para a doença. Diante do exposto, o emprego da química computacional constitui um 
aliado poderoso à identificação de novos alvos antimaláricos, à compreensão do 
mecanismo de ação de novos derivados triterpênicos e ao estabelecimento dos requisitos 
essenciais para obtenção de novos agentes antimaláricos, mais eficazes e menos tóxicos 
(DA SILVA et al., 2013; PINK et al., 2005; ROSENTHAL, 2003; SILVA et al., 2015; 
WHO, 2016). 
Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa evidenciaram o provável 
envolvimento de duas novas séries de antimaláricos, derivados dos AU e AB, na 
modulação da homeostasia do cálcio intracelular do P. falciparum (DA SILVA et al., 
2013; INNOCENTE et al., 2012a). Investigações realizadas sobre a busca de novos 
alvos antimaláricos, através do emprego de ferramentas da química computacional, 
mostraram a ligação da artemisinina (ART), um antimalárico clássico, à enzima PfATP6 







spp. (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 2003a; JÄGER et al., 2009; O’NEILL; BARTON; 
WARD, 2010; SAFE et al., 2012; SHANDILYA et al., 2013; SUN et al., 2013).  
Tendo em vista o potencial terapêutico promissor dos derivados dos AU e AB, e 
considerando-se tanto a necessidade do estabelecimento de uma metodologia analítica 
própria para detecção e doseamento dos precursores desses triterpenos nos extratos de 
M. domestica; bem como, de investigar o provável mecanismo de ação desses novos 
antimaláricos; esta tese apresenta o desenvolvimento e validação de uma metodologia 
analítica por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, acoplada com Detector de 
Espectroscopia de Massas (LC-MS) para a identificação e doseamento dos principais 
triterpenos pentacíclicos presentes naquela matriz. E finalmente, apresenta um estudo, 
onde se avalia através de ensaio in silico, o potencial da enzima PfATP6 como alvo 























































































































































2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Desenvolver e validar metodologia analítica para identificação e quantificação 
simultânea dos ácidos ursólico e betulínico em extratos de casca de Malus  domestica, 
das cultivares GA e FJ, com vistas ao estudo Químico Farmacêutico de novos 
antimaláricos. E avaliar através de estudo in silico, o potencial dos derivados 
triterpênicos sintetizados pelo grupo de pesquisa GNOATTO, de interagirem com a 
proteína ATPase de Ca2+ de Plasmodium falciparum (PfATP6). 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Desenvolver e padronizar protocolo analítico para tratamento das amostras de cascas 
de maçã e extração dos analitos de interesse; 
- Estabelecer e validar um método multianalito simples e sensível para análise de AU 
e AB em amostras de extrato de maçã, cultivares GA e FJ, por LC-MS; 
- Aplicar o método na análise de extratos de cascas de maçã, de diferentes clones das 
cultivares Gala e Fuji; 
- Estudar, através do emprego de métodos quânticos, como Docking Molecular, as 
interações entre os derivados triterpênicos do AU e AB (sintetizados pelo grupo de 
pesquisa GNOATTO) e o receptor PfATP6, a fim de identificar o possível sítio de 
ligação e o perfil conformacional dos ligantes. 
- Utilizar métodos clássicos e quânticos para avaliar o perfil conformacional do 
complexo receptor-ligante, a partir da análise da estrutura tridimensional gerada por 
Docking Molecular. 
- Consolidar protocolos de uso de ferramentas clássicas e quânticas para a análise da 
interação molecular entre os derivados semissintéticos com potencial antimalárico e 
































































































3.1.  MAÇÃ 
 
3.1.2. ORIGEM 
A maçã (Malus  domestica Borkh) constitui uma das mais importantes 
culturas de frutas de ampla distribuição global (MCGHIE et al., 2012). A fruta faz 
parte da dieta de muitos povos e os primeiros relatos do cultivo para consumo 
humano, datam de cerca de 4000 anos, época em que foi introduzida na Europa e 
Norte da África (ZOHARY; HOPF; WEISS, 2000). A origem da maçã tal como a 
conhecemos atualmente é reportada à Malus sieversii, espécie silvestre 
identificada como ancestral progenitor e originária das florestas Tian Shan, na Ásia 
Central (CORNILLE et al., 2012). A evolução filogenética da M. domestica, em 
vários cultivares, está intimamente vinculada à história das migrações humanas e 
as relações comerciais (HARRIS; ROBINSON; JUNIPER, 2002; ROBINSON; 
HARRIS; JUNIPER, 2001).   
3.1.3 CARACTERÍSTICAS 
A espécie M. domestica pertence à família Rosaceae e compreende grande 
número de cultivares, atualmente são descritas mais de 7.000, porém poucas 
apresentam importância comercial. Dentre as principais, destacam-se: Red  
Delicious, Golden Delicious, Granny Smith, Fuji, Gala, Braeburn, Pink Lady, 
Jonagold Elstar (LV; TAHIR; OLSSON, 2016).   
A macieira é uma árvore perene de clima temperado, que pode atingir 12 
metros de altura, na idade adulta. As flores são brancas ou róseas e aromáticas. O 
fruto apresenta forma arredondada, coloração vermelha ou verde podendo 
apresentar pequenas manchas esverdeadas ou amareladas (AQUINO; BENITEZ, 
2005). A colheita geralmente ocorre entre os meses de fevereiro a abril, podendo 
algumas cultivares precoces atingirem a maturação em dezembro. É uma planta 
sazonal, de clima temperado e tem como característica entrar em dormência 
(inativação fisiológica) no mês de julho, para florescer no mês de agosto. As baixas 
temperaturas nesta época são essenciais para garantir a uniformidade de brotação 







variedades existentes, uma mesma árvore pode oferecer frutos com diferentes 
aproveitamentos, conforme suas características (TOBERGTE; CURTIS, 2013). 
3.2. IMPORTÂNCIA ECONÔMICA 
A maçã está entre as três frutas de maior consumo no mundo (HODGSON 
et al., 2016). Estima-se que a produção mundial seja da ordem de 80 milhões 
toneladas/ano, por essa razão a maleicultura detém significativo valor econômico 
e social (LV; TAHIR; OLSSON, 2016; USDA, 2017).  A produção brasileira em 
2015 atingiu cerca de 1,2 mil toneladas, enquanto o Rio Grande do Sul contribui 
com cerca de 51% desse montante, com destaque para as cultivares Gala e Fuji, 
as quais compreendem as principais diversidades varietais do estado (Figura-3.1) 
(Site Oficial do Estado do RS, acessado em 02/08/2017).  
Figura-3.1: Cultivares Gala (A) e Fuji (B). Fonte 






Do ponto de vista da importância para a dieta, a maçã é a terceira fruta mais 
consumida no Brasil e se estima que o consumo per capita seja da ordem de 6 
Kg/habitante/ano (ABPM, 2017); valor ainda muito aquém do preconizado pela 
OMS, 14,6 Kg/habitante/ano.   
3.3. ASPECTOS NA SAÚDE 
Estudos epidemiológicos recentes têm associado o consumo da maçã à 
redução do risco de desenvolvimento de doenças crônicas como diabetes tipo II, 
doença cardiovascular (BABALOLA; SHODE, 2013), asma (LEE; MOON; KIM, 
2010) e inclusive, o câncer (MERTENS-TALCOTT et al., 2013)  (DING et al., 








fenólicos e triterpenos, grupos de metabólitos secundários predominantemente 
encontrados na maçã (ANDRE et al., 2012).  
Análises dos frutos da M. domestica sugerem a existência de maior 
concentração de fitoconstituintes na casca em comparação à polpa, cuja 
constituição inclui predominantemente, água e carboidratos (ESCARPA; 
GONZALEZ, 1998)  (LEONTOWICZ et al., 2003). Por outro lado, a casca da 
maçã apresenta uma diversidade muito maior de substâncias e nutrientes, dentre 
os quais se destacam o elevado conteúdo de compostos triterpênicos, como: ácido 
ursólico, betulínico, oleanólico, maslínico e uvaol, como também alto teor de 
compostos fenólicos, entre eles: catequina, epicatequina (flavanol), quercetina 
(flavonol) e conjugados, rutina (flavonol glicosilado), floridzina (chalcona); 
antocianidinas. Além de vitaminas, proteínas e alguns metais (potássio, magnésio, 
cálcio) (AMZAD HOSSAIN et al., 2009; MA et al., 2005; SZAKIEL et al., 2012).  
Contudo, se sabe que os valores nutricionais e a concentração dos 
fitoconstituintes da maçã são suscetíveis à influência de diversos fatores, como: 
condições de plantio, forma de colheita, variações meteorológicas, espécie, 
condições de armazenamento, dentre outras  (ANDRE et al., 2012) (GRIGORAS 
et al., 2013) (LV; TAHIR; OLSSON, 2016). 
3.4. TRITERPENOS 
No reino vegetal, os triterpenos representam uma ampla família de 
compostos naturais, encontrados entre as camadas poliméricas epicuticular e 
intracuticular da película de cera que reveste as cascas das frutas, sementes, folhas 
e cascas de troncos. Aproximadamente 20 mil desses metabólitos secundários 
foram identificados até o momento (DZUBAK et al., 2006; HILL; CONNOLLY, 
2013). Dentre estes, os triterpenos pentacíclicos emergiram como único grupo 
associado a distintas propriedades terapêuticas, demostradas através dos 
promissores resultados obtidos em estudos in vitro e in vivo (SHANMUGAM et 







Os triterpenos pentacíclicos de maior importância, do ponto de vista 
farmacêutico, incluem os derivados da α-amirina, como ácido ursólico (AU) com 
anel-E, de 6C e o ácido betulínico (AB) com anel-E, de 5C. A estrutura desses 
compostos é caracterizada pelos 30 átomos de carbono constituintes e um núcleo 
triterpênico (Figura-3.2) (SOICA et al., 2014). Essas características determinam 
um amplo espectro de propriedades biológicas, dentre as quais se destaca a ação 
sobre membranas celulares, onde atuam alterando a permeabilidade ou causando 
sua destruição (SIMÕES et al., 1999).  
Figura-3.2: Representação das estruturas dos triterpenos 
pentacíclicos AU (A) e AB (B). 
 
Aos triterpenos AU e AB e seus derivados têm sido reportado na literatura 
atividade contra muitas doenças importantes, como: antidiabético (SILVA, 2015), 
antitumoral (YANG., et al., 2014; HSU et al., 2015), anti-HIV (KASHIWADA et 
al., 2000), antimicrobiano (WANG et al., 2016) e antimalárico (KALANI et al., 
2013a), inclusive envolvendo ensaios in vitro e in vivo (SELIM; LITINAS, 2015; 
WU et al., 2014; ZHU et al., 2001). Dentre esses trabalhos, destaca-se um estudo 
desenvolvido por XIANG e colaboradores (2015), onde é demonstrado o efeito 
antimetastático do AU e derivados contra várias cepas de células de câncer humano 
(fígado e melanoma). Segundo os autores o AU inibiu a proliferação de nove 
linhagens celulares (MHCC-97H, MHCC-97L, HepG2, M619, MDA-MB-231, 
MCF-7, HT29, SW620 e B16-F10), com valores de IC50 entre 31,65-60,11 µM. 







o efeito do AB e derivados, na inibição do crescimento celular e estimulação de 
apoptose. Nesse mesmo trabalho, o estudo conduzido in vivo com camundongos 
SCID, com câncer de próstata, estimulado pela inoculação de células da linhagem 
PC-3 e tratados com administração subcutânea, de derivados do AB (5 µg/g, 3 
vezes na semana por 50 dias), mostraram inibição do crescimento celular (com 
valores de IC50 = 17,2 µM para o AB e para seus derivados triterpênicos, IC50 entre 
39 - 64 µM) e efeito de redução do tamanho dos tumores (LI et al., 2015).  
Recentemente, a atividade hipoglicemiante do AU foi investigada por 
SILVA e colaboradores (2015a), ao realizarem estudo in vivo com camundongos 
Wistar, tratados com dieta hiperglicêmica. Os autores sugerem, como mecanismo 
de ação do AU, o envolvimento na regulação da homeostasia da glicose, via 
modulação da secreção de insulina, através da sensibilização dos canais de cálcio. 
Em outro estudo, o triterpeno natural AU mostrou atividade antimicrobiana in vitro 
contra Bacillus cereus na concentração inibitória mínima (MIC) de 2 µg/mL; e 
efeito sinérgico aos antimicrobianos β-lactâmicos ampicilina e tetraciclina contra 
Staphylococcus aureus, segundo os autores os triterpenos exercem atividade 
antimicrobiana através de um mecanismo diferente dos β-lactâmicos e por essa 
razão são considerados agentes terapêuticos promissores (WANG et al., 2016). 
Aos triterpenos pentacíclicos AU, AB e seus derivados têm sido reportado 
importante efeito antimalárico. Derivados semissintéticos dos AU e AB com 
modificações em C3 e C28 mostraram atividade importante contra cepas 3D7 de 
P. falciparum sensíveis à cloroquina com IC50 = 0,25 nM, sem apresentar 
citotoxicidade. Estes derivados foram cerca de cinco vezes mais ativos do que os 
compostos precursores naturais (DA SILVA et al., 2013). Estudo semelhante, 
revelou o envolvimento dos derivados semissintéticos do AU na modulação da 
homeostasia do cálcio. Segundo os autores, o novo derivado semissintético 
promoveu o aumento do cálcio intracelular no P. falciparum (INNOCENTE et al., 







Figura 3.3: Representação da estrutura do derivado do AU (IC50 = 175 
nM), que demostrou atuar na modulação de uma ou mais vias de cálcio em 
P. falciparum (3D7) (INNOCENTE et al., 2012a). b 
 
 
3.5. EXTRATOS TRITERPÊNICOS 
A presença de compostos triterpênicos, em especial ácidos ursólico e 
betulínico, na casca da maçã é reconhecida e tem orientado a investigação sobre 
sua contribuição para o benefício da saúde humana. Recentemente, estas 
substâncias passaram a atrair atenção da comunidade científica, graças ao 
potencial farmacológico promissor dos extratos (fração dos triterpenos) obtidos a 
partir daquela matriz, apresentados tanto em estudos in vitro como in vivo, na 
terapia de doenças importantes. Dentre as propriedades farmacológicas reportadas 
aos extratos de cascas de maçã e associadas aos constituintes triterpênicos 
incluem-se: a prevenção de diferentes tipos de câncer (BISHAYEE et al., 2011; 
LIBY; YORE; SPORN, 2007; SALVADOR et al., 2012) ação antimicrobiana 
(SELIM; LITINAS, 2015) e anti-inflamatória (RÍOS, 2010). A exemplo, YOON e 
colaboradores (2012) reportam, em ensaio in vitro, a propriedade dos extratos de 
casca de maçã de bloquearem a ativação das células NF-kB induzidas por células 
TNF-α, em células de câncer de mama da linhagem MCF-7. Por sua vez, DING e 
colaboradores (2013), demonstraram a propriedade antioxidante do extrato de 
casca de maçã em ratos e o efeito antiproliferativo sobre células de câncer JB6, em 
estudos in vitro e in vivo. Como antimicrobiano, JYOTI e colaboradores (2015), 







de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (American type culture collection, ATCC 
27294), através do emprego de “Ensaio colorimétrico de resazurina” e “Sistema 
MGIT 960 de detecção”, segundo os autores, para os dois métodos, a partir da 
concentração de 10,0 μg/mL, o AU inibiu o crescimento de H37Ra. Outro 
importante trabalho realizado por ANDRE e colaboradores (2012) destaca os 
resultados de estudo in vitro, onde foram comparados o potencial anti-inflamatório 
das frações fenólica e triterpênica de extratos de casca de maçã. Os autores 
constataram que extratos ricos em AU, AB e ácido oleanólico inibiram a atividade 
da citosina pró-inflamatória TN-α, com IC50 de 13,2 e 11,7 μM respectivamente. 
Esses achados atribuem à fração triterpênica das cascas de maçã potencial anti-
inflamatório superior à fração fenólica. Além disso, estudos recentes com humanos 
e animais sugerem que a ingestão de maçã pode afetar positivamente o 
metabolismo dos lipídios (NAGASAKO-AKAZOME et al., 2007; RAVN-
HAREN et al., 2013), o controle do peso   (CONCEIÇÃO DE OLIVEIRA; 
SICHIERI; SANCHEZ MOURA, 2003) e a função vascular (GASPER et al., 
2014). Mais recentemente, surgiram evidências a respeito dos mecanismos pelos 
quais os compostos triterpênicos, entre eles AU e AB, atuam na doença 
cardiovascular; esses achados sugerem a modulação da biodisponibilidade de 
óxido nítrico (NO), através do estímulo à enzima óxido nítrico sintase  (MARICA 
BAKOVIC, 2015; WALDBAUER et al., 2016). 
3.6. METODOLOGIAS ANALÍTICAS 
 Muitas técnicas analíticas são apresentadas na literatura para identificação 
e doseamento de triterpenos pentacíclicos. Contudo, até o momento, os métodos 
analíticos apresentados na literatura para determinação de AU e AB em cascas de 
maçã, envolvem invariavelmente: a) longo tempo de preparo das amostras (Etapa 
Extração), b) o uso de agentes derivatizantes (aumento da complexidade) e c) 
longos tempos de corrida (superiores a 20 minutos). Neste sentido, dada a 
importância terapêutica dos extratos triterpênicos de cascas de maçã torna-se 







prática diária do controle de qualidade, para assim, garantir a qualidade dos 
extratos, a consistência dos compostos farmacologicamente ativos e uso seguro 
dessa matéria-prima para fins farmacêuticos (ZHANG et al., 2016).  
Em virtude da ausência de grupamentos cromóforos fortes para os 
detectores de ultravioleta e fluorescência, a técnica de cromatografia a líquido 
acoplada ao detector de espectroscopia de massas (LC-MS) têm sido a mais 
explorada nos estudos envolvendo a detecção e doseamento de AU e AB em 
diferentes matrizes (ANDRE et al., 2012; LV; TAHIR; OLSSON, 2016; MCGHIE 
et al., 2012). Um resumo das principais técnicas analíticas e condições 














Tabela-3.1: Resumo das principais técnicas analíticas apresentadas na literatura para detecção e doseamento de AU e AB. 
 







Novapack® FR, C18, 
(150 x 3,9 mm, 4 μm). 
Água/Acetonitrila (70:30,v/v) 
Modo  isocrático 








Ácido ursólico e ácido 
oleanólico 
Exctrato alcoolico alcalino de 
casca  de maçã 
Waters  Symmetry Shield 
FR18 (250 x 4,6 mm, 5 µm) 
Acetonitrila/ác. fosforico 1,25% 
(98:2 v/v) 
Modo isocratico (λ=206 nm), 




(TOSTES et al., 2016) 
LC-DAD 
Ácido ursólico, ácido 
oleanólico e ácido betulinico 
 
Extrato de casca de maçã 
(etanol/ acetona) 
Phenomenex C18 (2) Luna 
(250 × 4.6 mm, 5 μm) (Torrance, 
CA, USA)  
Metanol/água/ácido fosforico 
(88:11,95:0,5, v/v/v) 
Modo isocrático (λ = 210 nm) 
Temperatura: 35 C 
 
20 min 




Extrato etanólico de casca 
da maçã. 
 
Agilent ® Zorbax SB C18 (2.1 × 
100 mm, 1.8 μm) 
(A)Água/ác. fórmico (0.5%); (B) 
Acetronitrile 
Modo gradiente 
Temperatura: 50 C 
 
40 min 







Extrato metanólico de 
Ugni molinae 
Merck® GmbH Hibar Purospher 
Star FR C18 (250 × 4 mm, 5 μm) 
(A)Água/ác.fórmico (0,1%) 














Extrato etanólico de casca 
da maçã;  
Extrato etanólico da polpa 
da maçã. 
Agilent ZORBAX SB-C18 (50 
× 2.1 mm, 1.8 μm) 
(A)Água/ácido formico (100:0.1, 
v/v)  
(B) Metanol 
Modo gradiente.  











(250 x 4.6 mm, 5 μm) 
(A)Água/acetato de amônio (1%) 
(B)Acetonitrila/methanol 















 A malária é uma doença infecciosa de caráter agudo e crônico, causada por 
protozoários do gênero Plasmodium spp. (RUDRAPAL, 2011). O homem é o principal 
reservatório com importância epidemiológica para a malária humana. A doença é 
devastadora, evolui rapidamente e pode se manifestar como “malária clinica”, com 
episódios cíclicos de febre elevada, tremores intensos, calafrios, náusea, vômitos e dor 
generalizada. Contudo, algumas vezes, pode evoluir para “malária neurológica”, a 
forma mais severa, com alta taxa de letalidade, caracterizada pela síndrome neurológica, 
que pode levar ao coma, além de anemia aguda, hemorragia, edema pulmonar, 
comprometimento cardíaco, falência renal e hipoglicemia (FONTES, 2010; MILLER et 
al., 2002, 2013)  
 Quatro espécies de Plasmodium podem causar a malária humana: P. falciparum, 
P. vivax, P. malariae e P. ovale (ORGANIZATION, 2015). Dentre elas, somente três 
são encontradas no Brasil: P. vivax, a espécie de maior frequência mundial, inclusive no 
Brasil; P. falciparum, a espécie responsável pela forma mais virulenta da doença, 
malária severa e P. malariae, única espécie cujo ciclo é quartano (três dias); nas demais 
o ciclo é terciano (dois dias), essa espécie é associada à malária benigna, por apresentar 
sintomas menos intensos, dentre as três (FONTES, 2010).  
 A infecção natural em humanos ocorre através da inoculação dos esporozoítos, 
no momento da picada das fêmeas do mosquito Anopheles, infectadas por Plasmodium 
spp. O mosquito é o hospedeiro principal, ao picar uma pessoa infectada, os plasmódios 
circulantes no sangue humano (fase de gametócitos) são sugados pelo inseto, etapa 
essencial no ciclo evolutivo do parasito, que permite a maturação dos gametócitos em 
esporozoítos (forma infectante do Plasmodium), no chamado ciclo esporogônico. 
Contudo, a malária também pode ser adquirida por meio do contato direto com o sangue 
de pessoas infectada, caso de transfusões sanguíneas, transmissão congênita, transplante 
de órgãos ou ainda pelo compartilhamento de seringas entre usuários de drogas 
injetáveis (FONTES, 2010). 







Organização Mundial de Saúde (OMS) a doença é endêmica em 95 países e responsável 
por mais de 214 milhões de novos diagnósticos positivos para a doença, 438 mil mortes 
em 2015, sendo deste montante, 306 mil óbitos de crianças com idade inferior a 5 anos 
de idade (WHO, 2016). A OMS estima a predominância de diagnósticos positivos na 
Região Africana (88%), seguida pela Região Sudeste da Ásia (10%) e Região Oriental 
do Mediterrâneo (2%).  De forma semelhante, a estimativa de óbitos no cenário global 
concentra-se na Região Africana (90%), em continuidade a Região Sudoeste da Ásia 
(7%) e Região Oriental do Mediterrâneo (2%) (WHO, 2016). Figura-3.4. 
 Figura-3.4: Países endêmicos para a malária em 2000 e 2016. 
 
         * Adaptado de “WHO-World Malaria Report 2016”.  
 O Brasil está incluído no rol dos países endêmicos para a malária (WHO, 2016). 
De acordo com o Ministério da Saúde (MS), a doença é mais prevalente na Região 
Amazônica representada pelos estados do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato 
Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins, envolvendo um total de 808 municípios. 
Esta região concentra 99% dos casos autóctones do país (MS-BRASI, 2016). Um 
resumo dos dados epidemiológicos sobre a malária na Região Amazônica, para o ano 











Figura-3.5: Dados Epidemiológicos para Malária na Região Amazônica. 
 
 
 Os demais estados compõem a Região Extra-Amazônica. Conforme o MS, mais 
de 80% dos casos registrados na Região Extra-Amazônica são importados dos estados 
pertencentes à municípios localizados na Região Amazônica Brasileira, de outros países 
amazônicos, do continente africano, ou do Paraguai. Um resumo dos dados 
epidemiológicos sobre a malária na Região Amazônica, para o ano de 2017 até 
27/10/2017 é exibido no gráfico da Figura-3.6. 
 Os dados epidemiológicos de 2017 divulgados até o momento (17/10/2017) 
estimam 110.026 casos notificados em todo o país. Sendo 109.679 casos registrados na 
Região Amazônica e 347 para a Região Extra-Amazônica. Comparados a 2016, o MS 
estima um aumento de cerca de 37% no número de casos notificados para o país. Esse 
aumento pode estar associado ao fato da malária ser uma doença com alto potencial 
epidêmico e suscetível a variações bruscas de acordo com alterações climáticas, 
socioambientais, e, principalmente, variações na qualidade e quantidade de intervenções 
de controle (FARIA, ANA CAROLINA. SANTELLI, SILVIA. PINTO, CAMILA.. 









Figura-3.6: Dados Epidemiológicos para Malária na Região Extra-Amazônica. 
 
 
 Os dados apresentados expõem a dimensão global de abrangência da malária e as 
dramáticas consequências sobre suas vítimas, pois a doença afeta desproporcionalmente 
pessoas pobres e desfavorecidos, que têm acesso limitado aos serviços de saúde e, onde 
a maioria são crianças (MILLER et al., 2002). Muitos esforços têm sido realizados no 
sentido de controlar a doença. Segundo a OMS, em 2014 o programa de financiamento 
global para a malária mobilizou mais de 2,5 bilhões de dólares. Contudo, a erradicação 
da doença esbarra nas deficiências dos sistemas de saúde em países com maior carga de 
malária, no caráter epidêmico da doença e na propriedade do Plasmodium de 
prontamente adquirir resistência aos antimaláricos clássicos (WHO, 2016). Portanto, se 
faz necessário e urgente o desenvolvimento de novos medicamentos antimaláricos que 
possam enfrentar a ameaça de resistência adquirida, tratar a malária grave para reduzir 
a morte e complicações da doença, além de matar os gametócitos para bloquear a 
transmissão (BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017) . 







  Os primeiros antimaláricos foram descobertos ao acaso (quinolina e artemisina), 
ou obtidos a partir do desenvolvimento de derivados de moléculas conhecidas 
(cloroquina e artesunato), sem que houvesse uma profunda avaliação do seu modo de 
ação e onde atuavam (GUPTA; SAXENA, 2015). Em decorrência, um desconcertante 
conjunto de alvos quimioterápicos putativos foram gerados, sem que tivessem sido 
validados e, portanto, poucos geraram compostos efetivos e seguros (OLLIARO; 
YUTHAVONG, 1999).  
 Mais recentemente a escassa diversidade de agentes antimaláricos, em uso, e a 
alta capacidade do P. falciparum de sofrer mutação, contribuíram para que prontamente 
o parasito desenvolvesse resistência aos medicamentos (ASHLEY et al., 2014; 
BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017) 
 As estratégias da quimioterapia dos antimaláricos têm como alvo as funções e 
estruturas organelares do Plasmodium. De especial importância estão o lisossomo 
(vacúolo digestivo), local de extensa degradação da hemoglobina; o apicoplasto 
(plastídio – simbionte de algas verdes) e a mitocôndria (sistema de transporte de 
elétrons) (FIDOCK et al., 2004; ROSENTHAL, 2003). Um resumo dos principais alvos 




















  Tabela-3.2. Alvos dos medicamentos antimaláricos 




Metabolismo do folato 
Glicólise 
Síntese de proteínas 
Metabolismo da glutationa 





















Membrana do parasito 
Síntese de fosfolipídios 
Transporte pela membrana 
 
Transportador de colina 






Polimerização do heme 
Hidrolise de hemoglobina 











Transporte de elétrons 
 





Síntese de proteínas 
















Invasão de eritrócito 
 
Subtilsin (serina protease) 
 
Inibidores de proteases 
 *Adaptado de Fidock et al., 2004. 
 
 Com a proposta de obter medicamentos mais potentes, seguros e menos tóxicos, 
a pesquisa por novos antimaláricos, voltou-se à identificação de novos alvos 
terapêuticos, a partir do estudo metabolismo básico, dos processos bioquímicos do 
Plasmodium e na validação dos novos alvos, realizados através da comparação com 
agentes inibidores, aplicação de técnicas de biologia molecular, realização de estudos in 
vitro, in vivo e recentemente, com o advento da química computacional, estudos in sílico 
(MILLER et al., 2013). 
 A química computacional aliada ao estudo dos sistemas biológicos tem se 
mostrado uma ferramenta valiosa no planejamento de fármacos, pois oferece dentre 
outras vantagens a possibilidade de realizar a triagem virtual de diferentes alvos e 
direcionar a seleção de moléculas com características químicas adequadas à modulação 
da atividade biológica (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; RODRIGUES 
et al., 2012). Através do emprego de técnicas como Docking Molecular, Dinâmica 
Molecular e análise estatística, os processos contínuos de planejamento são 
significativamente acelerados e permitem a busca racional de novos candidatos a 







combinação de estudos in vitro e in sílico foi possível identificar que a artemisinina, um 
antimalárico clássico poderia apresentar um mecanismo de ação alternativo à quelação 
do Fe2+, ao atuar na inibição da proteína Ca2+ATPase do P. falciparum (SHANDILYA 
et al., 2013). 
 
3.7.2. Ca2+-ATPase PfATP6 COMO ALVO PARA NOVOS ANTIMALÁRICOS 
A observação de que os novos derivados dos AU e AB podem atuar na modulação 
da homeostasia do cálcio intracelular do P. falciparum, suscitou a hipótese de um 
mecanismo de ação, para o efeito antimalárico destes compostos (INNOCENTE et al., 
2012a). Esse achado coincide com a descoberta de que a artemisinina (ART) pode atuar 
por uma via alternativa e promover efeito similar, ao causar a morte do parasita, através 
da inibição da enzima PfATP6 e por consequência ocasionar o aumento da concentração 
do Ca2+ intracelular (ALTSHULER et al., 2012; BRINI; CARAFOLI, 2009; O’NEILL; 
BARTON; WARD, 2010). Neste contexto, a investigação da enzima PfATP6, como 
alvo dos novos antimaláricos adquire grande importância para o esclarecimento e 
compreensão dos aspectos envolvidos na interação destas moléculas com o receptor, 
haja vistas a necessidade premente de se desenvolver agentes antimaláricos capazes de 
vencer o desafio imposto pela alta capacidade do parasito da malária de desenvolver 
resistência aos medicamentos disponíveis.  
3.8. PfATP6 
PfATP6 é uma enzima do tipo SERCA (Canal de cálcio do Retículo Sarco-
endoplasmático) presente no parasita da malária. Essa proteína é ortóloga da SERCA 
encontrada no músculo esquelético de alguns mamíferos  (HAYNES et al., 2007). As 
enzimas dessa família, Ca-ATPase do retículo sarco-endoplasmático, bombeiam Ca2+ 
para o interior do lúmen do retículo através da hidrólise de ATP. Desta forma as enzimas 
SERCA, modulam a concentração de Ca2+ entre os diversos compartimentos dos 
organismos. 
A estrutura da proteína é composta por quatro domínios funcionais constituídos 







(Figura-3.5.) (ARNOU et al., 2011). Onde o domínio M se refere a região 
transmembrana, descrita como a região onde se localiza o sítio de ligação do cálcio. Esse 
domínio apresenta sua maior porção voltada para o lúmen do retículo sarco-
endoplasmático e compreende dez α-hélices (M1−M10), que abrangem parte da 
membrana, excluindo alguns laços do espaço luminal. Situados no sarcoplasma 
(citoplasma), os domínios N (nucleotídeo), P (fosforilação) e A (atuador) são associados 
principalmente a hidrólise do ATP; todos eles são constituídos por uma combinação de 
α-hélices e folhas-. O sítio catalítico está localizado na junção dos domínios A e P, 
enquanto o sítio de ligação é formado pelo domínio N e o resíduo fosforilado, Asp-351, 
localizado no domínio-P (BUBLITZ et al., 2010). 
Figura-3.7: Estrutura da enzima SERCA do músculo esquelético de mamífero (A) e 
modelo obtido por homologia da PfATP6 (B). Em vermelho o domínio nucleotídeo (N), 
azul o domínio de fosforilação (P), amarelo o domínio atuador (A) e marrom as α-hélices 
do domínio transmembrana (M).  
 
Como as demais proteínas da família ATPase tipo-P, a PfATP6 conserva as 
propriedades funcionais distribuídas entre os domínios M, N, P e A. O domínio-N tem 
a função de reconhecer e posicionar as cadeias γ-fosforil do ATP para o ataque 







um intermediário altamente energético, aspartil-fosfato. O glutamato do domínio-A 
captura uma molécula de água para subsequente hidrólise e liberação do grupo fosforil 
. Os domínios citoplasmáticos estão conectados ao domínio transmembrana por cinco 
regiões de ligação, formando uma conexão estrutural crucial para liberação e 
conservação de energia (em dois passos no lado citoplasmático) e translocação física de 
cátions através da bicamada lipídica da membrana (Figura-3.6(KÜHLBRANDT, 2004; 
MØLLER et al., 2005). 
Figura-3.8: Representação esquemática do ciclo de transporte do Ca2+ na PfATP6 e 
conformações correlatas (E1 e E2), E1 na presença de Ca2+ e E2 na ausência de Ca2+. 
Domínio N, em vermelho; e domínio P, em azul; domínio A, em amarelo e segmentos 




Durante o ciclo do transporte de 
cálcio a PfATP6 assume duas 
conformações bem estabelecidas, E1 
(ligada ao Ca2+), domínios N e A 
afastados e, E2 (desprovida de Ca2+), 
domínios N e A aproximados. O ciclo 
de transporte do cálcio inicia com a 
ligação de dois íons de Ca2+ (região 
intra-membrana do citoplasma) e 
fosforilação da ATPase pelo ATP. 
Isso leva à formação do intermediário 
fosforilado altamente energético (E1-
Ca2+-P), mediada pela Asp351 e 
oclusão do Ca2+. Em seguida, com a 
liberação do ADP, se forma um 
intermediário de transição de baixa 
energia (E2-P) e translocação do Ca2+ 
para o lúmen do retículo sarco-
endoplasmático, contra o um 
gradiente eletroquímico. Os dois íons 
de Ca2+ são então, trocados por 2-3 
prótons lumiais. Esses prótons são 
translocados através da membrana 
para o citosol, durante a subsequente 
desfosforilação por clivagem 
hidrolítica do complexo (E2-P) para 
formar (E2). Os prótons de E2 são 
liberados após a ligação do Ca2+, para 
formar o intermediário E1-Ca2, 
reiniciando o ciclo de transporte 
(MØLLER et al., 2005; 
TOYOSHIMA; INESI, 2004)        








O Ca2+ têm importância substancial para a manutenção da vida do P. falciparum; 
o Ca2+ participa na invasão das células do eritrócito, no desenvolvimento do parasito 
dentro das células do hospedeiro e até mesmo na mobilidade do parasito, dentre outros 
processos  (ALLEVA; KIRK, 2001).  
Evidências acerca da inibição da PfATP6 pela ART foram obtidas através de 
estudos realizados em oócitos, que expressam heterolagamente a PfATP6 e em culturas 
de parasitos. Esses estudos demonstraram que a PfATP6 foi inibida pela ART e que a 
tapsigargina (TPG), um inibidor clássico da SERCA, além de inibir a mesma enzima, 
exerce ação antagonista à ART. Este achado permitiu aos autores sugerir que TPG e 
ART atuaram no mesmo sítio de ligação da PfATP6 (ECKSTEIN-LUDWIG et al., 
2003b).  
 Considerando-se o exposto, os estudos computacionais conduzidos com o 
propósito de avaliar o potencial da PfATP6 como alvo de novos antimaláricos utilizam 
como estratégia de confirmação dos resultados a correspondência com a enzima SERCA 
de mamíferos, devido à ausência de estrutura cristalográfica depositada para a PfATP6 
(GUPTA; SAXENA, 2015; NAIK et al., 2011; SHANDILYA et al., 2013). 
 
3.9. QUÍMICA COMPUTACIONAL 
 
 A Química Computacional compreende as áreas do conhecimento da química e 
física com o propósito de promover o entendimento dos processos à nível molecular 
(SANT’ANNA, 2009). A contribuição dos resultados obtidos através do emprego de 
métodos da química computacional é reconhecida e tem proporcionado avanços 
significativos nas áreas de planejamento de novos compostos bioativos, descoberta de 
novas substâncias, desenvolvimento de fármacos mais eficientes, bem como 
proporcionado a descoberta de novos alvos terapêuticos e auxiliado na compreensão dos 
fenômenos envolvidos nas interações entre o ligante-receptor (KITCHEN et al., 2004). 
 Dentre os métodos computacionais mais utilizados para reconhecimentos de 







incluem-se o Docking Molecular e a Dinâmica Molecular  (MARTÍNEZ; MARTÍNEZ, 
2003). 
 
 3.9.1. DOCKING MOLECULAR 
 
 O Docking Molecular é um método computacional, que consiste na predição do 
modo de ligação (conformação e orientação) de um ligante (inibidor) na região de 
ligação de um alvo molecular, proteína (receptor). Uma vez formados os complexos 
proteína-ligante, estes são ordenados a partir de uma função de pontuação, isto é, um 
modelo, para classificar a afinidade ou a energia livre de ligação entre o ligante e a 
proteína (G). Essa metodologia tem um papel importante no planejamento de novos 
fármacos (MORGON; COUTINHO, 2007). 
 A metodologia de Docking requer um método de busca para o espaço 
conformacional disponível e um método para avaliar a energia de cada conformação. 
Nesse contexto, os programas de Docking são compostos, de modo genérico, por um 
algoritmo de busca e uma função de escore. Diferentes algoritmos são utilizados para 
busca da melhor conformação entre o ligante e o receptor. De acordo com a flexibilidade 
do ligante, os métodos podem ser divididos em métodos sistemáticos, ou estocásticos 
(CAVASOTTO; ORRY, 2007).   
 Os métodos sistemáticos exploram, sistematicamente todo o espaço de fases, mas 
quando o ligante apresenta muitos graus de liberdade, pode ocorrer “explosão 
combinatorial”. Os métodos estocásticos (aleatórios) utilizam alterações randômicas 
para cada ligante, as conformações são avaliadas e classificadas pela função de escore. 
Algoritmos genéticos são exemplos de algoritmos estocásticos (BROOIJMANS; 
KUNTZ, 2003).  
 Os algoritmos genéticos têm se mostrado uma ferramenta eficaz para exploração 
aleatória do espaço de fases. Esses algoritmos são baseados na evolução natural das 
espécies, onde cada indivíduo representa uma determinada posição do ligante e a 
solução adaptativa corresponde à melhor conformação do complexo (ligante-receptor). 
Inicialmente é gerada uma população de ligantes posicionados aleatoriamente no 







receptor.  Desta análise são selecionados os progenitores, isto é, aqueles cujas as 
interações são melhores. Esses progenitores sofrerão mutação ou crossing-over, a partir 
da aplicação de operadores genéticos. Se a interação deste novo indivíduo com o 
receptor for melhor do que aquela com o progenitor, ele será selecionado para substituir 
os indivíduos da geração anterior, cujas interações sejam menos favoráveis. Esse 
processo é realizado sucessivamente até chegar ao número máximo de gerações ou 
avaliações de energia, definidos previamente (MORGON; COUTINHO, 2007). 
 O algoritmo de busca vasculha exaustivamente o espaço de fases na procura das 
possíveis conformações entre o ligante e o receptor. Os resultados são avaliados pela 
função de escore, onde cada modo de ligação (conformação) é pontuado, da melhor 
conformação à pior, ordenando-as em um ranking. Essa metodologia permite identificar 
as conformações mais favoráveis do ligante em relação ao receptor (MARTÍNEZ; 
MARTÍNEZ, 2003). 
 
3.9.2. DINÂMICA MOLECULAR 
 
 A Dinâmica Molecular (DM) é uma técnica computacional fundamentada nos 
princípios da Mecânica Clássica, e permite estudar a evolução temporal do 
comportamento dinâmico dos átomos individuais de um sistema (KITCHEN et al., 
2004). 
 Neste método, as partículas integrantes do sistema, inicialmente dispostas em 
uma determinada configuração, movimentam-se sob a influência de potenciais 
intermoleculares. A partir do conhecimento das posições e velocidades de todas as 
partículas, em um dado instante t0, pode-se computar as forças resultantes em cada 
partícula, devido às interações com as demais e assim, determinar as posições e 
velocidades em um instante posterior t0 + δt, através das equações de movimento 
Newtonianas (MORGON; COUTINHO, 2007). 
 Na área de planejamento de fármacos, as simulações de DM têm sido empregadas 
para investigar a estrutura e função de biomoléculas e as interações desses complexos. 
Diferentemente das simulações por Docking Molecular, onde a proteína é mantida rígida 







ligante e do receptor e assim permite melhor explorar as interações do complexo e 
reforçar a complementaridade entre eles. Além disso, nas simulações, moléculas de 
solvente são incorporadas ao sistema receptor-ligante. Esse processo é muito 
importante, pois propicia um melhor entendimento do papel da água e seus efeitos sobre 
a estabilidade de complexos proteína-inibidor (B-RAO; SUBRAMANIAN; SHARMA, 
2009). Outro aspecto importante a ser considerado é a característica da DM de permitir 
estabelecer forte correspondência com estudos experimentais, como uma espécie de 
validação cruzada. Desta forma, as simulações de DM contribuem para a interpretação 
de resultados de estudos in vitro e in vivo (DE AMORIM; NETZ; GUIMARÃES, 2010). 
Muitos estudos apresentam as simulações de DM como alternativa atrativa de 
refinamento dos resultados obtidos pelo Docking de complexos proteína-ligante. Pois, 
além de agregar flexibilidade às entidades em um meio solvatado, a evolução durante o 
curso temporal das simulações fornece indícios da estabilidade e viabilidade dos 
complexos formados (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006; SANDER et al., 2011; 
SANDER; LILJEFORS; BALLE, 2008).  
 A estabilidade estrutural dos complexos é um parâmetro muito importante para 
avaliação da qualidade dos resultados obtidos nas simulações, pois estruturas ancoradas 
de forma incorreta tendem a produzir trajetórias instáveis e podem levar a ruptura do 
complexo; por outro lado, complexos realistas apresentam comportamentos mais 
estáveis.  
 O monitoramento da estabilidade das macromoléculas e seus complexos é 
realizado através da representação gráfica do desvio quadrático médio (RMSD), como 
uma função do tempo. Este parâmetro representa um desvio, em massa-ponderada, da 
geometria do sistema (ou um subconjunto do sistema) em um determinado tempo, em 
relação a uma geometria de referência. Quando o sistema se aproxima da estabilidade, 
o RMSD se aproxima de um patamar horizontal com pequenas oscilações, em torno de 
uma posição de equilíbrio. Enquanto, mudanças bruscas nesse valor, em um dado 
momento da DM, indicam a troca de conformação. Dessa forma ao monitorar o RMSD 
é possível identificar o momento em que as transições conformacionais ocorrem (DE 







 Outro critério importante, utilizado na DM é a observação do estabelecimento de 
interação do tipo ligação de hidrogênio entre os resíduos da proteína e o ligante. De 
acordo com o critério geométrico, o mais amplamente utilizado, a ligação de hidrogênio 
ocorre sempre quando a distância entre o doador e o aceptor é menor, ou igual a um 
valor fixo (usualmente 0,35 nm) e o ângulo, entre eles, é menor ou igual a um ângulo 
fixo (geralmente 30). No estudo de dinâmica molecular, o número e a geometria das 
ligações de hidrogênio intramoleculares (proteína-proteína) e intermoleculares (água-
proteína ou proteína-ligante), bem como, a dinâmica e a termodinâmica das ligações de 
hidrogênio constituem informação valiosa para a descrição do sistema (BISSANTZ; 
KUHN; STAHL, 2010; DE AMORIM; NETZ; GUIMARÃES, 2010). 
 
3.9.3. MODELAGEM POR HOMOLOGIA 
 
 A avaliação de potenciais alvos terapêuticos, por meio de métodos in sílico 
incorpora o conhecimento acurado da estrutura 3D de proteínas, como base molecular 
para a formação dos complexos ligante-receptor.  
 Estruturas tridimensionais de proteínas (estruturas secundária e terciária) com 
alta resolução de refinamento (< 2,5 Å) estão disponíveis em uma fração muito pequena 
dentre as proteínas conhecidas (ALEXANDER et al., 2008; RAVAL et al., 2012; 
SHEN; BAX, 2015). Esta lacuna, se deve a complexidade do processo de elucidação 
das estruturas, onde a parte das tecnologias disponíveis atualmente [cristalografia de 
raios-X, laser de raio-X de elétrons livres (XFEL), ressonância magnética nuclear 
(RMN) e microscopia eletrônica de 3D (3DEM)], a própria natureza do sistema em 
estudo constitui um desafio; quer seja pela dificuldade de se obter amostra em 
quantidade suficiente para os ensaios, ou porque os cristais obtidos não apresentam 
qualidade adequada às práticas experimentais. Além disso, certas classes de proteínas, 
como as proteínas de membrana, caso da PfATP6, objeto de estudo deste trabalho, 
raramente cristalizam e dificilmente podem ser tratadas de modo satisfatório por RMN 







 A quantidade e a qualidade das informações que podem ser auferidas sobre uma 
proteína está associada à resolução do cristal obtido por métodos experimentais 
(BIASINI et al., 2014; BORDOLI et al., 2009; KRIEGER et al., 2009). Um resumo das 
informações associadas à resolução do cristal é apresentado na Tabela-3,3. 
   Tabela-3.3: Resolução e Conhecimento estrutural 
Resolução (Å) Informação Estrutural 
4,0 Alguma informação sobre a estrutura secundária e dobras 
globais; 
3,5 Estrutura secundária; 
3,0 A maioria das cadeias são posicionadas; 
2,5 Todas as cadeias laterais, ângulos phi-psi constritos e 
localização das águas; 
1,5 Ângulos phi-psi bem definidos, começam a aparecer os átomos 
de hidrogênio; 
1,0 Hidrogênios são visíveis; 
*Adaptado de Swiss Institute os Bioinformatic 
  
 Na ausência de estruturas tridimensionais experimentais, métodos 
computacionais têm sido utilizados de modo satisfatório na predição de modelos 3D de 
proteínas e auxiliado na obtenção de novas informações sobre sua estrutura e 
propriedades funcionais. Os métodos computacionais são classificados em três 
categorias: a) Modelagem por Homologia ou Comparativa (construção do modelo a 
partir da sequência de aminoácidos e alinhamento com uma proteína conhecida de 
estrutura similar); b) Reconhecimento de dobras (predição das dobras gerais da proteína) 
e c) técnicas de ab initio (infere a estrutura 3D da proteína somente utilizando a 
sequência de aminoácidos e os campos de força) (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 
2011; LAMBERT et al., 2002). 
 O método mais acurado e amplamente utilizado é a Modelagem por Homologia. 
Esta abordagem toma em consideração alguns padrões gerais observados, entre as 
famílias celulares, quanto à origem biológica e o sua relação evolucionária: a) 
sequências de aminoácidos homólogas implicam em semelhança estrutural e funcional; 
b) proteínas homólogas apresentam regiões internas conservadas (elementos de 







estruturais entre proteínas homólogas ocorrem nas regiões externas, constituídas 
principalmente por alças (“loops”), que ligam os elementos de estruturas secundárias 
(BIASINI et al., 2014; SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003). 
 A Modelagem por Homologia consiste resumidamente em quatro etapas 
principais: (i) Identificação da (s) proteína (s) com relação evolucionária semelhante 
(sequencia polipeptídica semelhante),   cuja estrutura experimental seja bem resolvida e 
que possam ser usadas como molde (“template”) para a modelagem da proteína alvo de 
interesse; a sequência-alvo é utilizada para se fazer uma varredura em bancos de dados 
de estruturas de proteínas, utilizando-se algoritmos de busca por similaridade. (ii) 
Mapeamento dos resíduos correspondentes da sequência alvo e da (s) estrutura (s) 
modelo (s) por meio de métodos de alinhamento de sequência e ajuste manual; (iii) 
Construção do modelo tridimensional com base no alinhamento com a proteína molde, 
a partir da substituição e/ou inserção/deleção de aminoácidos na estrutura tridimensional 
da(s) proteína(s) molde(s); e (iv) Refinamento, validação e avaliação - a qualidade do 
modelo resultante é verificada quanto aos aspectos conformacionais e pode ser corrigido 
e/ou ter sua energia minimizada (Figura-3.9). Existem diversos métodos, softwares e/ou 
servidores online diferentes e apropriados para cada uma das etapas. Este procedimento 
pode ser repetido até a obtenção de um modelo satisfatório (ARNOLD et al., 2006; 
BORDOLI et al., 2009; SCHWEDE et al., 2003). 
 A modelagem comparativa da estrutura de uma proteína depende da relação 
evolucionária entre as proteínas alvo e modelo. Os potenciais templates são 
identificados através da pesquisa em bibliotecas de estruturas proteicas,  
experimentalmente determinadas, como: SWISS-MODEL 
(http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html), Protein Model Portal 
(http://proteinmodelportal.org), Modbase (http://modbase.compbio.ucsf.edu) e PDB 
(https://www.rcsb.org/). Da lista resultante de possíveis estruturas candidatas, uma 
estrutura é escolhida com base em sua adequação, de acordo a vários critérios, como o 
nível de similaridade das sequências de resíduos, a qualidade experimental das 
estruturas resolvidas, ou ainda a presença de ligantes ou cofatores (SCHWEDE et al., 







Figura-3.9: Quatro passos principais do método 
Modelagem por Homologia: seleção do molde 
“template”; alinhamento do modelo; construção do 
modelo e avaliação da qualidade do modelo. 
 
  
 Uma vez que os modelos, por definição, constituem uma abstração e, portanto, 
podem conter erros, dependendo do grau de similaridade da sequência e da qualidade 
do alinhamento, a resolução pode ser considerada como um parâmetro qualitativo para 
assegurar a precisão do modelo construído. De forma que, ao comparar as estruturas 
experimental real e modelo por homologia, se admite resolução de até 12 Å para o 
RMSD dos átomos de Cα (desvio da raiz quadrática média das distâncias entre os átomos 
de Cα, correspondentes) (CAVASOTTO; PHATAK, 2009; VYAS et al., 2012). 
 Dentre as etapas do processo de construção do modelo por homologia, a 







a obtenção de modelos mais precisos e confiáveis. A validação do modelo pode ser 
realizada através de uma abordagem geral, onde a proteína é analisada como um todo, 
ou restrita a apenas algumas regiões individuais (domínios) (SANTOS FILHO; BICCA 
DE ALENCASTRO, 2003; VYAS et al., 2012). 
 Na etapa de validação são avaliados os aspectos, como: a qualidade do 
empacotamento global da proteína, os parâmetros estereoquímicos e os possíveis erros 
estruturais em regiões localizadas (BORDOLI et al., 2009; SANTOS FILHO; BICCA 
DE ALENCASTRO, 2003).  Os erros no modelo são geralmente estimados, através: (i) 
sobreposição do modelo na estrutura nativa com o emprego de softwares de alinhamento 
e cálculo de RMSD de átomos de carbono-α; (ii) geração de Z-score, uma medida de 
significância estatística entre estruturas correspondentes para o modelo (pontuações no 
valor de quatro, indicam boa similaridade estrutural); (iii) desenvolvimento de uma 
função de pontuação capaz de discriminar modelos bons e ruins, através da utilização 
de programas que avaliam a localização de cada resíduo no modelo com relação ao 
ambiente esperado, conforme encontrado na estrutura de alta resolução obtida por 
métodos experimentais (CAVASOTTO; ORRY, 2007; VYAS et al., 2012)   
 Os programas de validação são geralmente classificados em duas categorias, 
conforme a natureza da análise: Tipo-1) verificação da estereoquímica das proteínas, 
simetria e geometria (quiralidade, comprimento das ligações, ângulos de adesão, 
modelos de ângulos e de torção; e Tipo-2) verificação da adequação da sequência à 
estrutura e atribuição de uma pontuação para cada resíduo adequado ao seu ambiente 
atual (VYAS et al., 2012).  
 Um modelo é considerado válido apenas quando apenas algumas distorções em 
contatos atômicos estão presentes. Como regra geral, os modelos construídos com mais 
de 50% de identidade entre as sequenciais são considerados precisos e adequados para 
aplicações voltadas à descoberta de novos fármacos e aqueles com resolução entre 25 e 
50% de identidade podem ser empregados para avaliar a capacidade de ancoramento 
(Docking Molecular), bem como o desenho de alvos terapêuticos (LAMBERT et al., 






































































































  O texto completo do Capítulo I, que no texto 
completo da tese defendida ocupa o intervalo de 
páginas compreendido entre as páginas 76 – 85, foi 
suprimido por tratar-se de artigo aceito e em fase de 
publicação no periódico Journal of Applied 
Pharmaceutical Science, sob o título “Variation of 
Ursolic and Betulinic Acid in Five Malus x domestica 





















































































































































































































































5. CAPÍTULO II – Docking Molecular dos derivados 










 O conhecimento do modo de ação das moléculas com potencial antimalárico pode 
contribuir significativamente para o desenvolvimento e otimização de novas estratégias 
terapêuticas. Recentemente, uma nova proposta de alvo para antimaláricos emergiu com 
a descoberta de que a artemisinina (ART), um antimalárico clássico, exerce ação via 
PfATP6, uma proteína do tipo SERCA (Canal de cálcio do Retículo Sarco-
endoplasmático) presente no parasito da malária (CUI et al., 2012; ECKSTEIN-
LUDWIG et al., 2003a; VALDERRAMOS et al., 2010). Essa proteína é ortóloga da 
SERCA encontrada no músculo esquelético de alguns mamíferos (HAYNES et al., 
2007). No caso específico da artemisinina, a inibição da enzima PfATP6 causa uma 
perturbação na homeostasia do Ca2+ e conduz à morte do parasita através do aumento 
da concentração do Ca2+ intracelular (ALTSHULER et al., 2012; BRINI; CARAFOLI, 
2009; O’NEILL; BARTON; WARD, 2010).  A modulação da homeostasia do cálcio foi 
observada por pesquisadores ao realizarem estudos in vitro com antimaláricos derivados 
dos ácidos ursólico (AU) e betulínico (AB) (SILVA et al., 2015). Nosso grupo de 
pesquisa, recentemente desenvolveu duas séries de novos derivados triterpênicos, AU e 
AB, com atividade antimalárica, na faixa de nanomolar, frente às cepas resistentes e 
sensíveis à cloroquina de P. falciparum 3D7, onde se observou novamente, a 
interferência destes compostos na homeostasia do cálcio intracelular do parasito. 
Figura-5.1 (INNOCENTE et al., 2012; SILVA et al.; 2013). 
 Estudos computacionais de Docking Molecular da ART com a PfATP6 
demonstram haver afinidade do antimalárico por esse receptor e que ART se liga 
fortemente à PfATP6. Em paralelo, foram conduzidos estudos semelhantes com a 
enzima SERCA de mamíferos e seu inibidor clássico, a tapsigargina (TPG), com o 
propósito de avaliar os resultados de Docking. Essa estratégia tem sido explorada por 
muitos autores, tendo em vista a estrutura tridimensional da PfATP6 ainda não ter sido 
determinada (GUPTA; SAXENA, 2015; NAIK et al., 2011; SHANDILYA et al., 2013). 
 Para realização de Docking Molecular foram selecionadas duas estruturas bem 




sobreposição das duas proteínas SERCA (PDB-ID 1SU4, de mamífero) e PfATP6 
(PDB-ID 1U5N, modelo teórico) obtidas do Protein Data Bank (PDB), demonstra o 
grau de similaridade e alinhamento das estruturas, Figura-5.1. 
Figura-5.1: Alinhamentos e sobreposição das estruturas das proteínas PfATP6 
(1U5N) e SERCA (1SU4). Em cinza a PfATP6 e em laranja a SERCA. 
 
 
 A PfATP6 é uma proteína de membrana, de massa molecular de 139,4 kDa e 
constituída de 1228 resíduos de aminoácido. O alinhamento da sequência de 
aminoácidos com a SERCA1a, presente no músculo esquelético de mamíferos, 
demonstra que a PfATP6 conserva todas as propriedades da família das Ca-ATPase 
SERCA (NAIK et al., 2011b).  A estrutura da PfATP6 compreende três partes 
principais: a capacete (porção citoplasmática), o domínio da haste e o domínio 
transmembrana. A região do capacete é composta principalmente pelo domínio de 
fosforilação (P), domínio de ligação do nucleotídeo (N), domínio da dobradiça (H) e o 
domínio atuador (A) ou região C-terminal. A região transmembrana é formada por dez 
α-hélices (M1-M10). O sítio de ligação (SL) da ART está localizado próximo ao centro 
de quatro α-hélices da região transmembrana (ARNOU et al., 2011) (Figura-5.2).   




PfATP6, obtidos por Docking, através de simulações por dinâmica molecular, 
observaram que pequenas mudanças nas hélices podem levar à ruptura da ligação do 
Ca2+ ao seu sítio e à alteração do movimento dos íons para o citosol, ou espaço lumial. 
Figura-5.2: Estrutura da PfATP6, domínio de ligação nucleotídeo (N), domínio 
atuador (A), domínio de fosforilação (P), domínio (H) e região transmembrana (M1-
M10).  
 
 *Adaptado de SHANDYLIA et al., 2013. 
 
 Diante do exposto, esse trabalho tem como propósito investigar o potencial da 
enzima PfATP6, de constituir um alvo, para os novos derivados semissintéticos dos AU 
e AB, através de Docking Molecular, bem como, obter as estruturas mais favoráveis do 






































 O texto completo do Capítulo II, que na versão 
completa da tese defendida ocupa o intervalo de páginas 
compreendido entre as páginas 94 – 110, foi suprimido 
por tratar-se de artigo publicado no periódico Chemico-
Biological interections, sob o título “SERCA plays a 
crucial role in the toxicity of a betulinic acid derivative 
with potential antimalaria activity.  
 Parte dos resultados deste capítulo compõem o 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































 O texto completo do Capítulo II, que na versão 
completa da tese defendida ocupa o intervalo de páginas 
compreendido entre as páginas 115 – 183, foi suprimido 
por tratar-se de manuscrito em fase de preparação para 
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ANEXO A:  
 
 O artigo originado a partir do trabalho apresentado no Capítulo I desta Tese 
foi aceito para publicação no Periódico “Journal of Applied Pharmaceutical 
Science”. (Figura A-1). 
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